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Abstract 


The invention concerns stable aqueous solutions containing one or several nucleoside tripliosphates 
wherein the respective solution has a pH value of more than 7.5 and contains no additional substances with 
a stabilizing effect. The nucleoside triphosphate solutions are used in particular for DNA synthesizing 
reactions such as e.g. RT-PCR, cycle sequencing, random priming and nick translation. One of the most 
Important applications of such solutions containing deoxynucleoside triphosphates (d-NTP) is their use in the 
polymerase chain reaction (PGR) 
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(57) Abstract 



The invention relates to stable aqueous solutions containing one or more nucleoside triphosphates, wherein each solution has a 
pH value higher than 7,5 and no additional stabilizing substances. The nucleoside triphosphate solutions are specially used for DNA 
synthesizing reactions, for instance Rt-PCR, cycle sequencing, random priming and nick translation. One of the most important applications 
of corresponding solutions containing deoxy-nucleoside triphosphate (d-NTP) is their use in the polymerase chain reaction (PGR). 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft stabile waSrige LGsungen enthaltend ein oder mehrere Nukloesidtriphosphate, wobei die jeweilige Uisung einen 
pH"Wert von gr6Ber als 7,5 und keinerlei zusStzlicher stabilisierend wirkender Substanzen aufweist. Die NukleosidtriphosphatlSsungen 
werden insbesondere far DNA-aufbauende Reaktionen wie 2.B die RT-PCR, Cycle Sequencing, Random Priming und die Nick-Translation 
verwendet. Bine der wichtigsten Anwendungen entsprechender LSsungen enthaltend Desoxy-Nukleosidtriphosphate (d~NTP) ist ihr Einsatz 
in der Polymerase-Kettenreaktion (PCR). 
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5 Stabilisierte wiissrige Nukleosidtriphosphat-Losungen 

Die Erfmdung bctrifft stabile waBrige Losungen enthaltend Nukleosidtriphosphate, wobei die 
Losung einen pH-Wert tiber 7,5 aufweist. 

10 

Nukleosidtriphosphate (NTP), wie Ribonukleosid-, Desoxy- imd Didesoxynukleosidtriphos- 
phate werden auf dem Gebiet der Biochemie und der Molekularbioiogie vielfSltig eingesetzt. 
Die Anwendungen betreffen zum groBen Teil DNA- und RNA- aufbauende bzw. DNA- und 
UNA- vervielfaitigende Reaktionen wie z.B. die Reverse Transkriptase-Polymeraseketten- 

15 reaktion (RT-PCR), cycle Sequencing und die Nick-Translation. Bei der RT-PCR werden 
beispielsweise durch die Reverse Transkriptase in 5*-3-Richtung DNA-Ketten synthetisiert, 
wobei als Matrix ein RNA-Strang dient Bestunmte NTPs wie z.B. Didesoxy-Nukleosidtri- 
phosphate (dd-NTP) kOnnen als Kettenterminatoren bei der Sequenzierung von DNA ein- 
gesetzt werden. Eine der wichtigsten Anwendungen fiir Desoxy-Nukleosidtriphosphate (d- 

20 NTP) ist der Einsatz in der Polymerase-Kettenreaktion (PGR). Die Stabilitat der NTP-Lo- 
sungen ist dabei vor allem wSirend der Lagerung unbedingt erforderlich. Die d-NTPs (d- 
ATP, d-CTP, d-GTP, d-TTP, d-UTP u.a.) weideii iiblicherweise als Na- oder Li-Salze und 
typischerweise in Konzentrationen von 0,1 mol/1 aufbewahrt und in dieser Form konimerziell 
angeboten. Die pH-Werte liegeh in der Regel bei physiologischempH-Werten, d.h. zwischen 

25 ca. 7,0 bis 7,5. 

Der Nachteil der derzeit zur Verfugung stehenden, d.h. kauflich zu erwerbenden NTP-Lo- 
sungen besteht insbesondere in der Instability der NTPs bei Lagerung bzw. thermischer Be- 
lastung. Die NTPs neigen dazu, sich im Laufe der Zeit zu den entsprechenden Diphosphaten 
30 bzw, Monophosphaten zu zersetzen. Insbesondere bei hoheren Temperaturen nimmt der Tri- 
phosphatgehalt ab. Urn ca. 2-3% nimmt der Triphosphatgehalt bereits bei einem pH-Wert von 
ca. 7,5 und bei einer Temperatur von 35°C innerhalb von 10 Tagen ab. Dahingegen ist bei 
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RaumtemperaiLir nach 6 Wochen lediglich eine Abnahme des Triphosphatgehaltes von ca. 1% 
zu beobachten. Der Zerfall der Triphosphate in wa/Jriger Losung limitiert somit die Haltbar- 
keit der NTP-Losungen. Daher gewahren z.B. die Anbieter von d-NTPs eine Haltbarkeit von 
d-NTP-L5sungen von lediglich zw6lf Monaten. Es besteht jedoch der Bedarf an wassrigen 
5 Ldsungen, die lediglich d-NTP und dies in hohen Konzentrationen aufweisen, die eine hShere 
Langzeitstabilitat als die gegenwSrtig zur Verfiigung stehenden LOstmgen aufweisen. 

Versuche eine verbesserte Stabilitat von Triphosphaten zu erreichen, bezogen sich bisher aus- 
schlieJJlich auf enisprechende Adenosintriphosphat-Losimgen. Die Stabilitat des Adenosintri- 

10 phosphates wairde dabei in AbhMngigkeit vom pH-Wert untersucht Dabei wurde gemSB dam 
Stand der Teclinik die Anwesenheit von Stabilisatoren als unbedingt erforderlich beschrieben. 
So v^drd die StabilitSt von Adenosintriphosphat in wafiriger LCsung bei einem pH-Wert von 
vorzugsv^eise 8,3 bis 9,2 als optimal in Gegenwart von EDTA beschrieben (JP 64/003444). In 
Gegenwart der Stabilisatoren wie Guanidin / Aminoguanidin bzw. Creatinin wird ein pH- 

15 Wert von 9 bis 10 (JP 71/038270 bzw. JP 71/033592), in Gegenwart von Methionin als Stabi- 
lisator ein pH- Wert von vorzugs weise 9 bis 1 0,5 (JP 67/0 1 9 1 1 5), in Gegenwart der Stabili- 
satoren Phosphat und Sorbitol/Mannitol/Glycerol/Benzyl-Alkohol/PEG ein pH-Wert von 8 
bis 1 1 (JP 67/01 5 1 1 5) und in Gegenwart von Glycerol/H3P04 ein pH-Wert von 3,7 (FR4078) 
beschrieben. Die Anwesenheit von Stabilisatoren in wMBrigen d-NTP-Ldsungen kann jedoch 

20 fiir viele Anwendungen kritisch bzw. stdrend sein. 

Die Aufgabe der vorlicgenden Erfindung bestand daher darin, eine stabilisierte wMssrige 
L5sung enthaltend NTP's ohne den Zusatz von irgend welchen Stabilisatoren zur Verfugung 
zu stellen. 

25 

Die Aufgabe wurde crfindungsgemaB dadurch geldst, daB waBrige NTP-L6stmgen einen pH- 
Wert von ttber ungefahr 7,5 aufweisen. Zu diesen Niikleotidtriphosphaten zahlen Ribonu- 
kleosid-, Desoxy- und Didesoxynukleotidtriphosphate, wobei als Basen sowohl die fiinf 
natiirlich vorkomnienden, als auch modifizierte Basen wie z.B. Isoguanine, Deazaverbin- 
30 dungen sowie deren Derivate in Frage kommen. Die Nukleosidtriphosphate konnen zudem 
mit Reportergnippen markiert sein. In der Regel weisen die erfindungsgemaBen Losungen 
einen pH-Wert in einem Bereich von grSBer als 7,5 bis maximal 1 1 auf. Als besonders vor- 
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teilhaft envies sicli ein pH-Wert von ca. 8 bis 10. Die Einstellung des pH-Wertes kann sowohl 
durch Basenzugabe (z.B. NaOH» KOH, LiOH) als auch dutch Zugabe eines Puffers (z.B. Tris- 
Puffer, Na-Carbonal"Puffer, Phosphatpuffer) erfolgen. 

5 Die Konzentration der NTP-Losung betragt vorteilhafterweise zwischen ca. 2 mmol/1 und 200 
mmol/1 . Besonders bevorzugt ist eine Konzentration der NTPs von ca. 1 00 bis 1 50 rttmolA. 

Ein besonders wichtiger Bestandteil dieser Erfindung sind stabile d-NTP-L5sungen. Die 
Stabilitat dieser Lcisungen erscheint vor allem im Hinblick auf die Anwendung in der Poly- 
10 merase-Kettenreaktion von Vorteil. Der pH-Wert der d-NTP-L6sung liegt in der Regel aber 
ca. 7,5 und unter ca. pH 1 1 . Als besonders vorteilhaft erwies sich ein pH-Wert zwischen ca. 8 
bis 10. Die Konzentration der stabilen d-NTP-L5sung betragt zwischen 2 mmol/1 und 200 
mmol/1. Besonders bevorzugt ist eine Konzentration der d-NTPs von 100 bis 150 mmol/1. 

1 5 Oberraschenderweise hat sich gezeigt» daJJ die Stabilitat der NTPs ohne den Zusatz irgend- 
weicher Stabilisatoren bei pH-Werten von groBer als 7,5 in waBriger Losung hoher ist als in 
den bisher bekannten Ldsungen, die einen pH-Wert von ca. 7,0 bis 7,5 aufweisen. Die Stabili- 
tat der d-NTPs in wSBriger Losung erreicht ein Optimum bei einem pH-Wert von ca. 8 bis 10. 
Die Erh5hung des pl l-Wertes ruft keine zusatzlichen Abbaureaktionen hervor, d.h. das Muster 

20 der Abbauprodulcte bleibt bei den erfindungsgemaBen pH-Werten imverandert. Die Abbau- 
reaktionen verlaufen sogar ttberraschenderweise bei hSheren pH-Werten, wie beispielsweise 
8,3 erheblich langsamer als bei physiologischen pH-Werten, wie beispielsweise 7,5. 

Somit hat sich gezeigt, daB bei erhohten pH-Werten keinerlei Nebenprodukte entstehen, die 
25 die Verwendung der d-NTPs z.B. fUr die PCR-Reaktion beeintrSchtigen kdrmten. Selbst nach 
ca. 90 Tagen bei einer Temperatur von 35**C ist der PCR-Fxmktionstest positiv. Der hohere 
pH-Wert ist ft\r die PGR selbst unkritisch, da die meisten PCR-Amplifikationen sowieso bei 
pH-Werten groBer als 8,0 durchgefiihrt werden. Somit erweisen sich beispielsweise waBrige 
d-NTP-Losungen, deren pH-Wert groBer als ca. 7,5 und kleiner/gleich ca. 1 1 ist, zum einen 
30 als stabil und als vorteilhaft fUr die Verwendung fUr die PCR-Reaktion. Als besonders vorteil- 
haft erwies sich hier ein pH-Wert der d-NTP-L5sung zwischen 8 und 10. 
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Die erfindungsgemaBen stabilen NTP-L5sungen konnen fur alle DNA- und RNA aufbauende 
bzw. DNA- und RNA vervielfaltigende Reaktionen verwendet werden, Insbesondere kann die 
erfindungsgemaBe stabile NTP-Losung auch fur die RT-PCR, fiir Nick Translation, Random 
Priming und fur die Sequenzierung (cycle Sequencing) verwendet warden. Weiterhin er- 
5 wiesen sich die erfindungsgemaBen stabilen >{TP-L6siingen vorteilhaft im Hinblick auf eine 
langere Verwendungsdauer der NTPs. Das heiBt, daB die erfindungsgemaBen stabilen 
Ldsungen wesentlich langer gelagert werden k5nnen als die bisher verwendeten d-NTP- 
LOsungen. 

10 

Erlauterungen der Abbildungen 

Abbildungl ; Abnahme des d-GTP-Gehaltes 

Die Abnahme der d-GTP-Konzentration bei einer Temperatur von 35*^0 wurde 
15 liber einen Zeitraum von 140 Tagen bei pH-Werten von 7,5; 7,9 bzw. 8,4 

verfolgt. 

Abbildung 2: Abnahme des d-CTP-Gehaltes 

Die Abnahme der d-CTP-Konzentration bei einer Temperatur von 35°C wurde 
20 liber einen Zeitraum von 90 Tagen bei pH-Werten von 7,5; 7,9 bzw. 8,3 

verfolgt. 

Abbildung 3: Abnahme des d-TTP-Gehaltes 

Die Abnahme der d-TTP-Konzentration bei einer Temperatur von 35^C wurde 
25 liber einen Zeitraum von 90 Tagen bei pH-Werten von 7,5; 7,9 bzw. 8,3 

verfolgt. 

Abbildung 4: Abnahme des d-UTP-Gehaltes 

Die Abnahme der d-UTP-Konzentration bei einer Temperatur von 35**C wurde 
30 liber einen Zeitraum von 90 Tagen bei pH-Werten von 7,5; 7,9 bzw. 8,3 

verfolgt. 
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Abbildung 5: Abnahnie des d-ATP-Gehaltes 

Die Abnahnie der d-ATP-Konzentration bei einer Temperatur von 35°C wurde 
iiber einen Zeitraum von 65 Tagen bei pH-Werten von 7,5; 7,9 bzw. 8,4 ver- 
folgt. 

5 

Abbildung 6: Triphosphatgehalt in AbhSngigkeit vom pH-Wert 
Abbildung 7: pH-Abliangigkeit der Stabilitat von UTP 
10 Abbildung 8: pH-Abhangigkeit der Stability von UDP 
Abbildung 9: pH-Abhangigkeit der Stabilitfit von ATP 
Abbildung 10: pH-Abhangigkeit der Stabilitat von ADP 

15 

Abbildung 1 1 : pH- AbhMngigkeit der Stabilitat von 7-deaza-deoxy-GTP 

Abbildung 1 2 : pH- AbhSngigkeit der Stabilitat von 7-deaza-deoxy-GTP 

20 Abbildung 1 3 : die Abhangigkeit der Stabilitat von dATP von der Konzentration der Losung 
bei pH=8,3 wobei c==100 mmol/I, 10 mmol/1 und 2 mmol/1 

Abbildung 14: die Abhangigkeit der Stabilitat von dATP von der Konzentration der Losung 
bei pH=8,3 wobei c=100 mmol/1, 10 mmol/l und 2 mmol/l. 

25 

Abbildung 1 5: die Abhangigkeit der Stabilitat von dCTP von der Konzentration der Ldsung 
bei pH=8 J wobei c=100 mmol/l, 10 mmol/1 und 2 mmol/l. 

Abbildung 16: die Abhangigkeit der Stabilitat von dCTP von der Konzentration der L5sung 
30 bei pH=8,3 wobei c=l 00 nmaol/1, 1 0 mmol/1 und 2 mmol/l. 
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Die folgendcn Bcispicle erlautem die Erfmdung welter; 
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Beispiel 1: 

5 Herstellung einer erfindungsgemaflen stabilen d-NTP-Losung 

d-NTPs wurden liber Anionenchromatographie mit Hilfe eines Salzgradienten aufgereinigt 
und durch Umkehrosmose entsalzt. Zur Entfemung von DNAsen/RNAsen schlieBt sich eine 
Ultrafiltration an (Ausschlufigrenze 1000 - 5000 D). Die Konzentration der L5sung wird dann 
1 0 mit Steril- Wasser ty pischerweise auf 1 00 mM eingestellt. Der pH-Wert wird durch Zugabe 
von Basen (Alkali/Erdalkali/Anunonium-Hydroxid; Amine), wie in der Regel NaOH auf den 
entsprechenden pH- Wert (>7,5) eingestellt. 

15 Beispiel 2: 

Abbau des Triphosphates bei verschiedenen pH-Werten 

d-NTP-L5sungen der Konzentration 100 bis 1 10 mmol/l wurden rait Natronlauge auf pH- 
20 Werte zwischen 7,5 und 8,3 eingestellt. Die Probe wurde bei 35°C, IT'C, 4*'C und -20°C 

gelagert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Aliquots entnonunen und die Reinheit mittels 
HPLC untersucht. Der Anteil des Tri-, Di,« und Monophosphatgehaltes sowie der freien Base 
wurde durch Integration der Flachen bestimmt. 

25 Die Abnahme des Triphosphatgehaltes ist pH-abhangig. Bei alien untersuchten Nukleotiden 
ist die Abnahme bei ca. pH 8,3 am langsamsten. (Abb. 1-5) 

D.h. selbst bei h5hercn pH-Werten wie 8,3 sind keine zaisStzlichen Peaks, die auf Zer- 
setzungsprodukte schlieBen liefien, im HPLC-Chromatogramm zu sehen. 

30 



ERSfflZBUTT (REGEL 26) 



wo 98/21362 



PCT/EP97/06276 



7 

Beispiel 3: 

Bestimmung des pH-Optimums der d-NTPS 

5 d-NTP-Losungen (dCTP, dTTP, dUTP) der Konzentration 1 00 bis 1 1 0 mmol/1 wurden mit 
Natronlauge auf pH-Werte zwischen 7,5 und 12 (d-ATP, dGTP nicht pH 7,9 und 8,3) einge- 
stellt. Die Probe wurde bei 35°C 35 Tage belastet und anschiiefiend die Reinheit mittels 
HPLC untersucht. Der Anteil des Tri-, Di,- und Monophosphatgehaltes sowie der ireien Base 
wurde durch Integration der Flachen bestimmt. 

10 

Bei alien untersuchten d-NTPs liegt das Optimum in einem Bereich zwischen pH 9,0 und 
11, 0. Bis pH 12 tritt nur geringfiigiger Abbau ein (Ausnahme d-CTP, das bei pH 12 desami- 
niert wird, wodurch d-UTP entsteht) (siehe Abb. 6, 7, 8, 9, 10, 1 1, 12). 

15 

Beispiel 4: 

Berechnung der Stabilisierung von d-NTPs bei pH 8,3 im Vergleich mit pH 7,5 

20 Aus drei unabhMngigen Belastungsversuchen von d-NTPs bei pH 8,3 und 7,5 bei 35°C mit 
Probeimalimen in ZeitrSumen zwischen 7 und 89 Tagen wurde die Stabilisierung nach 
folgender Formel abgeschatzt: 

AGehaltipm,3)~AGehalt(7,5)^ 
AGehaltipHl ,5) ^ 

25 

U\XAGehalt(pH,..)^Gehalt(t^O)-Gehalt(t) 
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Fur die einzelncn Nukleotide ergaben sich folgende Stabilisierungen in Prozent bei einem pH- 
Wert von 7,5 im Verglcich zu einem pH-Wert von 8,3 (Tabelle 1): 

Tabelle 1: 

5 . 



Nucleotid 


Mittelwert 


Meiximalwert 


Minimalwert 


d-ATP 


19% 


33% 


9% 


d-GTP 


20 % 


37% 


10% 


d-GTP 


21% 


30% 


12% 


d-TTP 


5% 


17% 


26% 


d-UTP 


5% 


15% 


25% 



Beispicl 5: 

10 Stabilisierung bei Raumtemperatur 

Nach 204 Tagen (20^C) zeigt sich der Unterschied der pH-Stabilisierung (im Echtzeitmodell). 
Bei d-ATP-Losiingen nimmt der Triphosphatgehat beispielsweise bei pH 7,5 um ca. 7,6 %, 
bei pH 83 um ca. 6,3% ab (Differenz 17 %). Bei d-GTP-Losungen nimmt der Triphos- 
15 phatgehalt beispielsweise bei pH 7,5 um ca. 6,8%, bei pH 8,3 um ca. 5,2 % ab (Differenz 
23%) 
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Patentanspriichc 

1 . Stabile waBrige T,6sung enthaltend Nukleosidtriphosphate, wobei der pH-Wert der L5- 
sung uber ca. 7,5 liegt. 

5 

2. Stabile walirige Losung gemafl Anspruch 1 , dadurch gekeimzeichnet, daB es sich bei den 
Nuklcosidtriphosphaten um modifizierte Nukleosidtriphosphate handeh. 

3. Stabile waBrige Losung gemaJJ Anspruch 1 oder 2, wobei der pH-Wert in einem Bereich 
10 zwischen 7,5 und 1 1 liegt. 

4. Stabile waBrige LQsung gemaB Anspruch 1,2 bder 3, wobei die Konzentrationen der 
Nukleosidtriphosphate ca. 2 bis 200 mmol/1 betrSigt. 

15 5. Stabile waBrige Losung gemaB einem der Ansprixche 1 bis 4, wobei die L5sung Desoxy- 
Nukleosidtriphosphate enthalt. 

6. Stabile waBrige Losung gemaB der Ansprtiche 1 bis 5 enthaltend eine bei bzw. tiber pH 
7,5 puffernde Substanz. 

20 

7. Stabile waBrige Losung gemaB der Anspriiche 1 bis 6, die frei von weiteren stabilisieren- 
den Agenzien ist. 

8. Verwendung einer stabilen wSBrigen L5sung gemftB der Anspriiche 1 bis 7 zu einer 
25 DNA- und/oder RN A- aufbauenden Reaktion. 

9. Verwendung einer stabilen waBrigen Losimg gemSB der Anspriiche 1 bis 7 zur Verviel- 
faltigung von DNA- und/oder RNA-Sequenzen bzw. -Fragmenten. 

30 10. Verwendung einer stabilen waBrigen Losung gemaB der Anspriiche I bis 7 zur spezifi- 
schen Vervielfaltigung von NukleinsSurefragmenten in Gegenwart eines Enzyms mit 
reverser Transkriptase-Aktivitat. 
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1 1. Verwendiing cincr stabilen waBrigen Losung gemSB der Anspriiche 1 bis 7 zum cycle Se- 
quencing von Nukleinsauren. 



Verwendung einer stabilen wSBrigen Ldsung gemaB der Ansprttche 1 bis 7 zur spezifi- 
schen Vervielfaltigung von Desoxynukleinsauresequenzen bzw. -fragmenten. 

Verwendung einer stabilen wafirigeh L6sung gemaB der AnsprOche 1 bis 7 zum Random 
Priming. 

Verwendung einer stabilen wSBrigen L5sung, gemafi der Arispniche 1 bis 7 zur Nick 
Translation. 
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